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HTM : Haemophilus Test Media 
ACD : Agar coklat dari darah domba 
ACM : Agar coklat dari darah manusia 
ACMHC : Agar coklat dari darah manusia yang dimodifikasi 
dengan penambahan kadar hemoglobin 20 gr/dl dengan 
menggunakan packed red cell dan pencucian empat kali 
NAD : Nicotinamide Adenine Dinukleotida 
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KHM : Konsentrasi Hambatan Minimum 
MIC : Minimum Inhibitory Consentration 
CAMP test : (Christie, Atkins, Munch, Petersen) uji yang digunakan 
untuk membedakan Streptococcus agalactiae dengan 
spesies Streptococcus beta-hemolitikus yang lainnya, 











Latar belakang : Media standar untuk uji sensitivitas antibiotik terhadap 
Haemophilus influenzae adalah Haemophilus Test Media. Tidak diproduksinya 
media standar ini di Indonesia, serta mahalnya harga impor membuat uji standar 
rutin untuk Haemophilus influenzae jarang dilakukan. Penggunaan darah manusia 
sebagai media uji sensitivitas antibiotik terhadap Haemophilus influenzae belum 
pernah dilakukan sebelumnya. 
Tujuan : Membandingkan hasil uji sensitivitas berbagai antibiotik yang ditanam 
pada media Haemophilus Test Media (HTM), agar cokelat darah domba (ACD), 
agar cokelat darah manusia tanpa modifikasi (ACM), dan agar cokelat darah 
manusia dengan modifikasi cuci eritrosit secara intensif dan penambahan kadar 
hemoglobin (ACMHM). 
Metode : Penelitian ini menggunakan rancangan true-experimental post test only. 
Uji kepekaan antibiotik dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram 
(CLSI 2011) pada media HTM, ACD, ACM, ACMHC terhadap 11 strain 
H.influenzae. Kesesuaian hasil uji dengan media HTM diukur menggunakan uji 
statistik Kappa dengan syarat penerimaan K>0,80. 
Hasil : Uji statistik Kappa menunjukkan bahwa media ACD dan ACM memiliki 
nilai K>0,80 hanya uintuk 40% (ACD) dan 60% (ACM) dari antibiotik yang diuji, 
sedangkan ACMHC memiliki nilai K>0,80 untuk semua antibiotik yang diuji. 
Kesimpulan : ACD dan ACM tidak dapat dijadikan sebagai media alternatif 
untuk uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae, sedangkan ACMHC dapat 
dijadikan sebagai media alternatif untuk uji sensitivitas antibiotik terhadap 
H.influenzae. 
 
Kata kunci : Haemophilus influenzae, Haemophilus Test Media, Agar Cokelat 















Background : The standard medium for antibiotic susceptibility testing for 
Haemophilus influenzae is Haemophilus Test Media. This medium is not available 
in Indonesia and expensive so that routine standard testing of Haemophilus 
influenzae is rarely done. The use of human blood as a medium for susceptibility 
testing of Haemophilus influenzae has not been done before. 
Aim : To compare results of antibiotic susceptibility test on Haemophilus Test 
Media (HTM) with those on sheep blood derived chocolate agar (ACD), human 
blood derived chocolate agar (ACM), and intensively washed human blood 
derived chocolate agar with higher hemoglobin (ACMHC) 
Methods : This study design was true experimental post test only. Antibiotic 
susceptibility test was performed using disc diffusion method (CLSI 2011) on 
HTM, ACD, ACM, ACMHC for 11 H.influenzae strain. Agreement of the test 
results with HTM was measured using the Kappa statistical test with acceptance 
criteria of K>0,80. 
Results : Kappa value >0,80 was achieved by ACD and ACM for only 40% and 
60% of antibiotic tested respectively, while ACMHC achieved K>0,80 for all 
antibiotic tested. 
Conclusions : ACD and ACM could not be used as alternative media for 
susceptibility test for H.influenzae, while ACMHC could be used as alternative 
media for susceptibility test for H.influenzae. 
Keyword : Haemophilus influenzae, Haemophilus Test Media, human blood 






1.1 Latar belakang 
Haemophilus influenza adalah bakteri gram negatif, berbentuk 
kokobasil, non motil, serta tidak membentuk spora. H.influenzae merupakan 
bakteri penting sebagai salah satu penyebab meningitis pada anak, 
pneumonia, dan bakteriemia.
1 
 Bakteri ini pula yang bertanggung jawab 
untuk lebih dari 3 juta penyakit dan 386.000 kematian akibat meningitis dan 
pneumonia di seluruh dunia.
2 
Angka kesakitan penyakit-penyakit yang disebabkan oleh 
H.influenzae di Indonesia masih tinggi. Menurut Riskedas 2007, pneumonia 
merupakan penyakit penyebab kematian kedua tertinggi setelah diare di 
antara balita, dan H.influenzae merupakan penyebab tersering kedua dari 
penyakit ini.
3  
Penyakit lain yang sering disebabkan oleh H.influenzae dan 
memiliki angka kesakitan dan kematian yang tinggi adalah Meningitis.
4 
Sebagai bakteri yang penting, H.influenza sulit untuk ditumbuhkan 
karena sifatnya yang fastidious. Bakteri ini membutuhkan hemin (faktor X) 
dan Nicotinamide Adenine Dinucleotida (faktor V) serta memerlukan 
inkubasi pada 35
o
C dengan konsentrasi CO2 5,5% agar dapat ditumbuhkan.
1 
Haemophilus Test Media (HTM) merupakan media standar yang 




harganya yang mahal serta tidak tersedianya HTM di Indonesia menjadi 
hambatan untuk dilakukannya uji sensitivitas dengan media tersebut. Media 
lainnya adalah agar coklat darah domba (ACD) atau kuda. Media ini 
merupakan Mueller Hinton yang ditambah dengan darah domba atau kuda 
untuk memenuhi faktor pertumbuhan H.influenzae.
5  
Sayangnya, 
penggunaan darah domba atau kuda pada pembuatan agar coklat juga 
menimbulkan hambatan di Indonesia karena harganya mahal dan sulit untuk 
didapatkan. 
Resistensi antibiotik menjadi masalah terdepan dalam pengobatan 
modern, dalam hal ini adalah resistensi H.influenzae terhadap antibiotik. 
Atas dasar epidemiologi penyakitnya yang tinggi di Indonesia ditambah 
dengan masalah resistensi antibiotik ini, pengadaan media uji sensitivitas 
rutin yang mudah serta murah sangat dibutuhkan. 
Agar coklat darah manusia (ACM) merupakan salah satu media yang 
murah dan mudah dalam pengadaannya. Namun, darah manusia memiliki 
banyak faktor inhibisi yang akan merusak faktor X dan V pada 
pemanasannya sehingga H.influenzae tidak dapat tumbuh dengan baik bila 
dibandingkan dengan media dari darah domba.
5 
Hambatan agar coklat darah manusia adalah adanya antikoagulan, 
komplemen dan antibodi terhadap H.influenza dalam darah manusia.
6,7
  
Melakukan pencucian eritrosit dengan cara yang tepat diharapkan dapat 
mengatasi masalah ini. Peningkatan jumlah eritrosit dengan menggunakan 
Packed Red Cell mungkin dapat meningkatkan pasokan hemin sebagai 




banyak eritrosit yang ditambahkan, semakin tinggi kadar konsentrasi 
hemoglobin pada agar coklat darah manusia tersebut. Apabila eritrosit 
tersebut dilisiskan maka akan banyak hemin yang dilepaskan sehingga 
diharapkan pertumbuhan H.influenza menjadi lebih baik daripada agar 
coklat darah manusia standar. 
Mengurangi faktor inhibisi dan menambahkan faktor pertumbuhan 
mungkin mampu mengoptimalisasi agar coklat darah manusia sebagai media 
tumbuh dan uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae. Dalam 
penelitian ini, pencucian eritrosit sebanyak 4 kali diharapkan mampu untuk 
mengurangi faktor inhibisi, sedangkan peningkatan kadar hemoglobin 
dengan menggunakan packed red cell diharapkan mampu untuk menambah 
faktor X sebagai faktor pertumbuhan. 
 
1.2 Permasalahan penelitian 
1) Apakah agar coklat darah domba (ACD), agar coklat darah manusia 
tanpa modifikasi (ACM), dan agar coklat darah manusia dengan 
modifikasi pencucian eritrosit sebanyak 4 kali dan peningkatan kadar 
hemoglobin dengan menggunakan Packed Red Cell (ACMHC) dapat 










1.3 Tujuan penelitian 
5.1.1.1 Tujuan umum 
Mengetahui apakah agar coklat darah manusia dengan modifikasi 
pencucian eritrosit sebanyak 4 kali dan penambahan kadar 
hemoglobin dengan menggunakan Packed Red Cell (ACMHC) 
dapat digunakan sebagai media alternatif uji sensitivitas terhadap 
antibiotik sebaik HTM 
5.1.1.2 Tujuan khusus 
1) Membandingkan nilai kesesuaian hasil uji kepekaan antibiotik 
amoksisilin-asam klavulanat terhadap H.influenzae pada HTM, 
ACD, ACM, dan ACMHC. 
2) Membandingkan nilai kesesuaian hasil uji kepekaan antibiotik 
seftriakson terhadap H.influenzae pada HTM, ACD, ACM, dan 
ACMHC. 
3) Membandingkan nilai kesesuaian hasil uji kepekaan antibiotik 
tetrasiklin terhadap H.influenzae pada HTM, ACD, ACM, dan 
ACMHC. 
4) Membandingkan nilai kesesuaian hasil uji kepekaan antibiotik 
kotrimoksazol terhadap H.influenzae pada HTM, ACD, ACM, 
dan ACMHC. 
5) Membandingkan nilai kesesuaian hasil uji kepekaan antibiotik 





1.4 Manfaat penelitian 
1) Memberikan dasar ilmiah tentang penggunaan agar coklat darah manusia 
sebagai pengganti agar coklat darah domba dan HTM sebagai media 
alternatif uji sensitivitas H.influenzae. 
2) Membantu laboratorium untuk mengoptimalkan agar coklat darah 
manusia sebagai media uji sensitivitas H.influenzae sehingga dapat 
dilakukan secara rutin untuk menentukan pengobatan yang tepat dan 
efisien. 
3) Memberikan bahan pertimbangan untuk penelitian selanjutnya tentang 
media uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae. 
 
 
1.5 Keaslian penelitian 
Tabel 1. Keaslian Penelitian 
No. Peneliti Metode Penelitian Hasil 








True experimental post test 
only 
Variabel bebas : media agar 
coklat darah domba, dan 
media agar coklat darah 
manusia biasa, dan media 
agar coklat darah manusia 
modifikasi 
Variabel terikat : jumlah 
kuman, diameter koloni 
kuman, dan karakteristik 
Tidak ada perbedaan 
yang bermakna dari 
pertumbuhan 
H.influenzae pada 












koloni kuman H.influenzae 




pada media agar 
darah domba 
 
2. M Gratten, dkk. 
Comparison of goat 












True experimental post 
test only 
Variabel bebas : agar 
coklat darah kuda dan 
agar coklat darah 
kambing 





Tidak ada perbedaan 
bermakna antara 
agar coklat darah 
kambing dan agar 











3. Jorgensen, J.H., 
dkk. 






True experimental post test 
only 
Variabel bebas : media uji 
sensitivitas antibiotik, yaitu 
HTM dan Mueller Hinton 
Coklat (Mueller hinton agar 
dengan 1% Hb dan 1% 
IsoVitalex) 
Variabel terikat : 
interpretasi diameter zona 
inhibisi antibiotik ampisilin, 
Diameter zona 
inhibisi pada HTM 
dapat dengan mudah 

















1% Hb dan 1% 
IsoVitalex) 
 
Penelitian yang diusulkan ini memiliki perbedaan dengan penelitian-
penelitian di atas. Penelitian Theofilus dkk membandingkan kemampuan 
media agar coklat manusia dengan modifikasi pencucian eritrosit, 
peningkatan kadar Hb, dan TSA base dengan media agar darah domba, 
sedangkan penelitian ini bertujuan untuk membandingkan kemampuan 
media agar coklat darah manusia tanpa modifikasi (ACM), media agar 
coklat darah manusia yang dimodifikasi pencucian eritrosit dan penambahan 
kadar hemoglobin (ACMHC) dengan agar coklat darah domba dan 
Haemphilus Test Media sebagai media uji sensitivitas antibiotik. 
Penelitian M Gratten dkk hanya membandingkan antara media agar 
coklat darah kuda dan agar coklat darah kambing sebagai media isolasi dan 
identifikasi H.influenzae, tanpa menggunakan HTM sebagai control. 
Penelitian Jorgensen dkk membandingkan antara HTM dengan media 
Mueller Hinton modifikasi. Berbeda dengan dua penelitian di atas, 
penelitian yang diusulkan ini menggunakan HTM sebagai media standar, 






2.1 Identifikasi variabel 
2.1.1 Haemophilus influenza 
H.influenzae, sebelumnya dikenal dengan basil Pfeiffer atau 
influenza Bacillus adalah bakteri gram negative, kokobasil,non motil, 
dan tidak membentuk spora. H.influenza termasuk family 
Pasteurellaceae, umumnya hidup secara aerobik, tetapi dapat juga 
tumbuh sebagai anaerob fakultatif dan pertama kali dijelaskan pada 
1892 oleh Richard Pfeiffer selama pandemi influenza.
8
   
Dalam spesimen yang berasal dari infeksi akut, organisme ini 
menjadi pendek (1,5 µm) kokobasil, yang kadang-kadang muncul 
berpasangan atau berupa rantai pendek. Dalam biakan, morfologinya 
tergantung pada media dan lamanya biakan. Selama 6-8 jam pada 
media yang kaya, sebagian besar H.influenzae akan berbentuk 
kokobasil kecil, untuk kemudian akan berbentuk batang panjang, 
lisis, dan akhirnya memiliki bentuk yang sangat pleiomorfik.
9 
Terdapat dua serotype untuk H.influenza yaitu berkapsul 
(encapsulated) dan tidak berkapsul (unencapsulated / NTHi). Enam 
tipe kapsul untuk H.influenza yang sudah dapat dikenali yaitu tipe 
a,b,c,d,e,dan f.
10




resisten untuk difagosit dan dilisikan oleh komplemen. Salah satu 
tipe H.influenzae berkapsul yaitu Hib yang diketahui menjadi 
penyebab utama dari epiglotitis, pneumonia, bakteriemia, dan 
meningitis bakterial akut. Unencapsulated Haemophilus influenza 
memiliki daya invasive yang lemah, namun dapat menyebabkan 
penyakit seperti otitis media, konjungtivitis, dan sinusitis pada anak. 
Manifestasi klinik yang ditimbulkan juga dipengaruhi oleh lokasi 











Gambar 1. Haemophilus influenzae (dikutip dari 
www.sharinginhealth.ca) 
 
Umumnya H.influenza yang hidup komensal adalah tipe 
NTHi (unencapsulated), namun encapsulated H.influenza (Hib)  
dapat pula ditemukan pada saluran napas atas 3-7% manusia 
normal.
11
  Penularan H.influenzae terutama lewat droplet pernafasan 




bakteri patogen opportunistik di saluran napas bagian atas pada host 
dengan immunokompromaise.
12 
Diagnosis presumptive dari infeksi H.influenzae dapat 
diketahui dengan melakukan pengecatan gram dan deteksi serum 
antigen pada material klinik yang didapatkan dari pasien. Pada 
pengecatan gram, H.influenzae dapat diketahui dengan melihat 
karakteristiknya, yaitu gram negative, kokobasil, atau dapat juga 
sebagai bentukan filamen yang pleiomorfik.
13
 Selanjutnya dapat 
dilakukan uji Quellung untuk membedakan antara H.influenzae tipe 
encapsulated dan unencapsulated. Kedua diagnosis tadi dapat 
dilakukan untuk rapid diagnosis dan hanya bersifat sementara. 
Sedangkan diagnosis pasti dilakukan dengan cara kultur bakteri pada 
media agar.
13 
Haemophilus influenza dalam pertumbuhannya membutuhkan 
faktor X dan faktor V.
1
 Faktor X atau hemin merupakan substansi 
kompleks yang terdapat ikatan antara Fe dan porfirin. Secara 
spesifik, hemin adalah protoporfirin IX yang mengandung ion Fe dan 
clorida.
14
 Sedangkan faktor V adalah nicotinamide adenine 
dinucleotide (NAD) merupakan koenzim yang berperan dalam reaksi 
redox  pada metabolisme sebagai pembawa elektron.
15 
Kedua faktor pertumbuhan tersebut terdapat di dalam 
eritrosit. Di laboratorium, kedua faktor tersebut didapatkan dengan 
cara memanaskan darah pada suhu 80
o
C, eritrosit melepaskan NAD 




disebut coklat agar. Pertumbuhan H. influenza umumnya dilakukan 
pada inkubasi CO2 5,5% dengan suhu 37
o
C dan pH optimum 7,6.
1 
Tampilan koloni H.influenza pada coklat agar yaitu koloni 
transparan, keabu-abuan atau kehijauan, cembung. Karakteristik 










Gambar 2. Haemophilus influenzae membutuhkan faktor X dan V 
untuk pertumbuhan. Bakteri tumbuh dengan baik pada cakram dengan 





2.1.2 Metode uji sensitivitas antibiotik 
2.1.2.1 Metode difusi 
Metode difusi cakram merupakan metode uji 
sensitivitas antibiotik yang direkomendasikan oleh CLSI. 




memiliki tingkat keakuratan yang cukup tinggi.
17
 Metode 
difusi cakram yang dilakukan sekarang merupakan 
modifikasi dari uji sensitivitas antibiotik metode difusi 
cakram yang dilakukan oleh Kirby, Bauer. 
Prinsip pengujian sensitivitas antibiotik metode 
difusi didasarkan pada penghambatan pertumbuhan 
mikroba oleh antibiotik pada sebuah lempeng agar yang 
diinokulasi. Zat di dalam antibiotik akan berdifusi dari 
cakram kertas yang akan diresapi dengan antibiotik dengan 
jumlah yang telah ditentukan ke permukaan agar. 
Mikroorganisme dianggap sensitif atau resisten dengan 
melihat diameter zona inhibisinya.
19 
 
2.1.2.2 Metode dilusi 
Untuk pengukuran uji sensitivitas antibiotik secara 
kuantitatif, pengenceran ( dilusi ) antimikroba dapat 
digabungkan ke dalam kaldu atau media agar yang 
kemudian diinokulasi dengan organisme yang diuji.
18 
 
Konsentrasi terendah yang menghambat pertumbuhan 
setelah inkubasi semalaman disebut Konsentrasi Hambatan 
Minimum/KHM (Minimum Inhibitory Consentration/MIC) 
zat tersebut.
  
untuk menilai kemungkinan respon klinik obat, 













A         B 
Gambar 3. Uji sensitivitas antibiotik metode difusi (A), Uji sensitivitas 
antibiotik metode dilusi (B) 
 
 
2.1.3 Media uji sensitivitas 
2.1.3.1 Mueller Hinton agar 
Mueller Hinton agar merupakan media kultur 
mikrobiologi yang juga digunakan sebagai media uji 
sensitivitas antibiotik. Awalnya media ini 
direkomendasikan oleh Mueller dan Hinton sebagai media 
isolasi spesies Neisseria dan juga sebagai media untuk uji 
resistensi dan kepekaan bakteri-bakteri strain gonokokus 
terhadap sulfonamide.
25  
 Namun, sekarang Mueller Hinton 




metode difusi cakram sejak dilakukannya penelitian oleh 
Bauer et al.
19 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
telah merekomendasikan Mueller Hinton sebagai media uji 
sensitivitas antibiotik untuk bakteri-bakteri yang mudah 
tumbuh.
19  
Media ini sering digunakan sebagai agar base 
karena sangat baik dalam menumbuhkan inokulum serta 
mampu menyerap racun yang diproduksi oleh bakteri 
selama pertumbuhannya. Namun, Mueller Hinton tidak 
mampu digunakan sebagai media kultur dan uji sensitivitas 
antibiotik terhadap H.influenzae karena tidak memiliki 
faktor X dan V.
19 
 
Komposisi Mueller-Hinton Agar: 
Beef Extract ....................................................... 2.0 gr 
Acid Hydrolysis of Casein  ............................... 17.5 
Starch   ............................................................... 1.5  
Agar  .................................................................. 17.0  





















2.1.3.2 Haemophilus Test Media (HTM) 
H.influenzae merupakan bakteri yang fastidious, 
yaitu membutuhkan nutrisi dan kondisi khusus untuk dapat 
tumbuh. Bakteri ini membutuhkan faktor X (hemin) dan 
faktor V (NAD).
1
 Karena alasan ini, Mueller Hinton tidak 
dapat digunakan sebagai media uji sensitivitas antibiotik 
terhadap H.influenzae. Upaya penambahan nutrisi pada 
media ini, yaitu berupa penambahan darah domba atau kuda 
juga tidak mampu mengatasi masalah ini karena dengan 
penambahan ini media menjadi lebih padat sehingga 
menyebabkan ketidakakuratan uji sensitivitas. 
Pada tahun 1987 Dr. Jorgensen,dkk 




Haemophilus influenza yang disebut sebagai Haemophilus 
Test Media (HTM). HTM memiliki komposisi yang sama 
dengan Mueller Hinton dengan penambahan yeast extract 
dan faktor-faktor pertumbuhan lain, yaitu faktor X (hemin) 
dan faktor V (NAD). 
HTM merupakan media yang sederhana serta 
memiliki resiko minimum terhadap agen antimikroba 
antagonis. Media ini direkomendasikan oleh The United 
States National Committee for Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS) sebagai media untuk uji sensitivitas 
baik secara dilusi dan difusi cakram.
19 
 
Komposisi Haemophilus Test Media : 
Beef Extract  ........................................................ 2.0 g 
Acid Hydrolysis of Casein  .................................. 17.5 
Starch ................................................................... 1.5 
Yeast Extract   ...................................................... 5.0 
Agar   ................................................................... 17.0 
Bovine Hematin  .................................................. 15.0 mg 
Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NAD) ....... 15.0 







2.1.3.3 Agar yang menggunakan darah domba 
Agar darah domba banyak digunakan untuk 
menumbuhkan kuman yang sulit tumbuh karena 
membutuhkan media dengan kandungan nutrisi yang 
kompleks. Agar darah domba juga digunakan untuk 
identifikasi jenis kuman dan tes sensitivitas antibiotik. 
Penggunaan agar darah domba didasarkan pada fakta 
dimana penggunaan agar darah manusia pada laboratorium 
mikrobiologi gagal menumbuhkan bakteri patogen serta 
meningkatkan transmisi hepatitis dan HIV. Agar darah 
domba dapat menumbuhkan Streptococcus pneumonia 
dengan karakteristik pertumbuhan, morfologi koloni dan 
pola hemolisis yang dapat diamati. Agar darah domba dapat 
pula untuk menguji tes khusus seperti CAMP test, reverse 
CAMP test, dan koloni satelit pada pertumbuhan 
Haemophilus influenza. 
20 
Keunggulan dari darah domba sebagai media kultur 
terhadap H.influenzae adalah media ini dapat menyediakan 
unsur yang dibutuhkan oleh bakteri fastidious tersebut. 
Kemampuan tumbuh bakteri pada media agar darah 
tergantung dari morfologi dan komposisi membrane sel 






2.1.3.4 Agar yang menggunakan darah manusia 
Agar cokat darah manusia adalah Mueller hinton 
agar dengan penambahan darah manusia sebagai penyedia 
nutrisinya atau sebagai pemberi faktor X dan V. Darah 
manusia digunakan dengan anggapan bahwa darah manusia 
mudah didapat serta murah. Darah manusia yang digunakan 
didapatkan dari bank darah yang merupakan sisa darah yang 
tidak terpakai.  
Darah manusia tidak direkomendasikan dalam 
pembuatan agar coklat darah karena mengandung berbagai 
komponen antibodi dan komplemen yang dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri-bakteri patogen manusia 
termasuk H.influenzae. Selain itu, darah manusia biasanya 
juga ditambah dengan antikoagulan seperti Acid Citrate 
Dextrose dan Citrate Phosphate Dextrose yang bersifat 
bakterisida sehingga bisa menyebabkan terjadinya 
misdiagnosis.
20 
Penggunaaan darah manusia yang sudah kadaluarsa 
memberikan masalah dimana darah yang disimpan 
mengalami perubahan morfologi dan biokimia. Perubahan 
tersebut meningkat seiring dengan bertambah panjangnya 
waktu penyimpanan. Penyimpanan yang terlalu lama (45 




bikonkaf menjadi bentuk yang disebut ekinosit. Bentuk 
ekinosit ini menyebabkan penurunan deformabilitas 
membrane. Selain faktor eritosit, darah manusia mempunyai 





2.1.3.5 Pencucian eritrosit 
Komplemen, antibodi, serta antikoagulan yang 
terdapat pada darah manusia merupakan faktor-faktor 
inhibisi untuk pertumbuhan H.influenzae. Diketahui bahwa 
komplemen bersifat heat-labil yang inaktif pada suhu 56
o
C 
namun antibodi adalah senyawa yang bersifat heat-stable 
yang tidak rusak pada pemanasan suhu tinggi sekalipun. 
Faktor lain yang dapat menginaktifkan keduanya sekaligus 
menghilangkan efek antikoagulan adalah pH dan pencucian. 
Proses pencucian adalah intervensi yang ideal 
karena dapat menghilangkan komplemen serta antibodi 
yang bersifat heat-stable tanpa merusak substrat penting 
lainnya.
22
 Prinsip pengerjaan pencucian eritrosit adalah 
dengan menambahkan larutan normal saline dan 
pemutaran/sentrifuge pada kecepatan tertentu untuk 




komplemen dan antibodi. Dengan sentrifugasi, eritrosit 
akan mengendap karena berat, sedangkan antibodi, 
komplemen, dan antikoagulan naik ke permukaan karena 
lebih ringan sehingga mudah dibuang.
22
 Setelah proses 
pencucian yang intensif akan didapatkan darah manusia 
yang tidak mengandung antibodi dan komplemen yang 




2.1.3.6 Pengaruh penambahan kadar hemoglobin (packed red 
cell) 
Hemoglobin merupakan senyawa metaloprotein 
(protein yang mengandung zat besi) di dalam sel darah 
merah yang berfungsi sebagai pengangkut oksigen dan 
karbondioksida.
27 
Pada pusat struktur terdapat cincin heterosiklik yang 
dikenal dengan porfirin yang menahan satu atom besi yang 
merupakan situs ikatan oksigen. Porfirin yang mengandung 
besi disebut heme. Nama hemoglobin sendiri merupakan 
gabungan dari heme dan globin. Globin merupakan istilah 
generik untuk protein globular.
27 
Penambahan darah domba atau kuda pada saat 
pembuatan agar coklat menyediakan kebutuhan 




bahwa H.influenzae membutuhkan faktor X (hemin) dan 
faktor V (NAD) dalam pertumbuhan. Darah domba atau 
kuda yang dipanaskan pada suhu tertentu dapat melisiskan 
eritrosit tanpa merusak faktor X dan V tersebut.
5 
Di Indonesia, penggunaan darah manusia sebagai 
pengganti darah domba atau kuda untuk pembuatan agar 
coklat rutin dilakukan. Namun, hasilnya masih belum bisa 
menumbuhkan H.influenzae sebaik di agar coklat yang 
menggunakan darah domba atau kuda. Mencoba 
mengoptimalkan penggunaan darah manusia, dalam 
penelitian ini pembuatan agar coklat dari darah manusia 
digunakanlah packed red cell. 
Packed red cell adalah salah satu preparat transfusi 
darah yang telah dihilangkan plasma dan trombositnya. 
Packed red cell dipilih karena hemoglobinnya lebih tinggi 
dibandingkan whole blood.
21
 Kadar hemoglobinnya 17,4 ± 
1,2 g/dl. Sedangkan kadar hemoglobin whole blood adalah 
13,8 ± 1,1 g/dl. Tingginya kadar hemoglobin pada packed 
red cell, diharapkan pada saat eritrosit lisis akibat 
pemanasan saat pembuatan agar coklat, lebih banyak faktor 





































packed red cell 
Perbedaan konsentrasi faktor X dan V serta faktor 
inhibisi 
Konsentrasi 
faktor X dan V ↑ 
Faktor inhibisi ↓ 
 
Konsentrasi 
faktor X dan V ↑ 
Faktor inhibisi ↓ 
 
Konsentrasi 
faktor X dan V ↓ 










Hasil uji sensitivitas 
antibiotik tidak reliabel 






















3.3.1 Hipotesis mayor 
Terdapat kesesuaian yang sangat baik pada hasil uji sensitivitas 
































3.3.2 Hipotesis minor 
1) Antibiotik Amoksisilin-asam klavulanat 
Hasil uji sensitivitas antibiotik amoksisilin-asam klavulanat terhadap 
H.influenzae pada media ACD, ACM dan ACMHC memiliki nilai 
kesesuaian yang sangat tinggi dengan HTM. 
2) Antibiotik Seftriakson 
Hasil uji sensitivitas antibiotik seftriakson terhadap H.influenzae 
pada media ACD, ACM dan ACMHC memiliki nilai kesesuaian 
yang sangat tinggi dengan HTM. 
3) Antibiotik Tetrasiklin 
Hasil uji sensitivitas antibiotik tetrasiklin terhadap H.influenzae 
pada media ACD, ACM dan ACMHC memiliki nilai kesesuaian 
yang sangat tinggi dengan HTM. 
4) Antibiotik Kotrimoksazol 
Hasil uji sensitivitas antibiotik kotrimoksazol terhadap H.influenzae 
pada media ACD, ACM dan ACMHC memikliki nilai kesesuaian 
yang sangat tinggi dengan HTM. 
5) Antibiotik Kloramfenikol 
Hasil uji sensitivitas antibiotik kloramfenikol terhadap H.influenzae 
pada media ACD, ACM dan ACMHC memiliki nilai kesesuaian 







4.1 Ruang lingkup penelitian 
Ruang lingkup keilmuan dalam penelitian ini adalah bidang ilmu 
Mikrobiologi Kedokteran. 
 
4.2 Tempat dan waktu penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Mikrobiologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang selama 3 bulan, dimulai 
pada bulan Maret – Mei 2012. 
 
4.3 Jenis dan rancangan penelitian 
Penelitian ini menggunakan desain True-experimental post test only 
 
4.4 Populasi dan sampel 
4.4.1 Sampel 
4.4.1.1 Kriteria inklusi 
Strain H. influenzae ATCC 49247, strain dari isolat klinik 
RSUP Dr. Kariadi dan strain isolat swab orang sehat  yang 
tumbuh pada media HTM, agar coklat dari darah 




4.4.1.2 Kriteria eksklusi 
Adanya kontaminasi pada media HTM, agar coklat dari 
darah domba dan agar coklat dari darah manusia yang 
digunakan untuk media uji sensitivitas. 
 
4.4.2 Besar sampel 
Dihitung menggunakan rumus Federer : 
               (t-1)(n-1) ≥ 15 
Keterangan:    t  = perlakuan  
  n  = ulangan/ replikasi  
Karena akan dilakukan 4 perlakuan (t), yaitu : 
1) Penanaman pada Haemophilus Tes Media  
2) Penanaman pada agar coklat dari  darah domba disiapkan 
secara standar (darah defibrinasi, , tanpa dicuci) 
3) Penanaman pada agar coklat dari darah manusia dari bank 
darah tanpa dilakukan intervensi 
4) Penanaman pada agar coklat dari darah manusia dari bank 
darah, disiapkan dengan pencucian 4 kali dan Hb 17,2 ± 1,2 
gr/dl (packed red cel) 
Maka perhitungan sampel minimal sebagai berikut :  
(4-1) (n-1) > 15 
3(n-1) > 15 




Jadi replikasi minimal yang dibutuhkan untuk tiap perlakuan 
adalah 7. 
 
4.5 Variabel penelitian 
4.5.1 Variabel bebas 
Jenis media uji sensitivitas antibiotik 
4.5.2 Variabel terikat 













4.6 Definisi operasional 
Tabel 2. Definisi operasional dan skala data variabel 
Jenis Variabel Nama Variabel Skala Data Definisi Operasional Nilai 
Bebas   Jenis media uji  
sensitivitas 
antibiotik 
Interval Jenis bahan dan cara 
pembuatan media uji 
sensitivitas antibiotik 
dengan bahan tersebut 
1. Haemophilus Tes Media (Mueller-Hinton agar dengan 
penambahan bovine hematin, NAD, dan ekstrak yeast) 
pH 7.3 ± 0.1 suhu 25°C 
2. Agar coklat dari darah domba (Mueller-Hinton agar 
dengan penambahan 5% darah domba yang didefibrinasi 
dan dipanaskan) ;pH  7.3 ± 0.1 suhu 25°C 
3. Agar coklat dari darah manusia dari bank darah tanpa 
modifikasi 
4. Agar coklat dari darah manusia dari bank darah dengan 
modifikasi pencucian 4 kali dan Hb 17,4 ± 1,2 gr/dl 






Tabel 2. Definisi operasional dan skala data variabel (lanjutan) 












Ordinal Interpretasi diameter 
zona inhibisi yang 
dapat dilihat  pada 
plate ukuran 9 cm 
dengan Haemophilus 




diinkubasi pada suhu 
35 0C; 5% CO2; 18-24 
jam menurut CLSI 
1 = Resisten (R) / Intermediate (I) 
- Amoksisilin – asam klavulanat 20/10 µg  ≤ 19 
- Seftriakson 30 µg                                        - 
- Tetrasiklin 30 µg                                       ≤ 28 
- Kotrimoksazol 1,25/23,75 µg                    ≤ 15 







Tabel 2. Definisi operasional dan skala data variabel (lanjutan) 












Ordinal Interpretasi diameter 
zona inhibisi yang 
dapat dilihat  pada 
plate ukuran 9 cm 
dengan Haemophilus 




diinkubasi pada suhu 
35 0C; 5% CO2; 18-24 
jam menurut CLSI 
2 = Sensitif (S) 
- Amoksisilin – asam klavulanat 20/10 µg  ≥ 20 
- Seftriakson 30 µg                                     ≥ 26 
- Tetrasiklin 30 µg                                       ≥ 29 
- Kotrimoksazol 1,25/23,75 µg                    ≥ 16 






4.7 Cara pengumpulan data 
4.7.1 Bahan 
1) Haemophilus Tes Media 
2) Darah domba yang didefibrinasi dengan glass parell 
3) Darah manusia dari PMI/ bank darah  
4) Kuman H. influenzae ATCC 49247 
5) Kuman H. influenzae dari isolat klinik atau dari swab nasofaring 
6) Standart McFarland 0,5  
7) Larutan NaCl 0,9 % 
8) Baku kekeruhan 
 
4.7.2 Alat 
1) Lidi kapas steril 
2) Osse steril 
3) Cawan petri  
4) Lampu spiritus dan korek api  
5) Jangka sorong 
6) Tabung reaksi 
7) Vortex 
8) Glass parell 
9) Autoclave 
10) Inkubator  





4.7.3 Jenis data 
Data yang dikumpulkan merupakan data primer yaitu diameter zona 
inhibisi antibiotik  H. influenzae pada media uji sensitivitas 
antibiotik yang diuji. 
4.7.4 Cara kerja 
4.7.4.1 Pembuatan media uji sensitivitas antibiotik 
4.7.4.1.1 Pembuatan Haemophilus Test Media 
1) Haemophilus Test Medium Base sebanyak 21,5 gram 
dituangkan ke dalam 500 ml air suling kemudian 
didihkan sampai larut 
2) Sterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit pada 
autoklaf 
3) Dinginkan sampai 50ºC kemudian ditambahkan 1 vial 
Haemophilus Test Media Supplement 
4) Diaduk sampai homogen kemudian dituangkan ke 
dalam cawan petri. 
 
4.7.4.1.2 Defibrinasi darah domba 
1) Siapkan erlenmeyer atau labu ukur yang berisi 
glassparell dengan jumlah sesuai dengan darah 
domba yang digunakan 
2) Bagian atas tabung ditutup, diberi selang dan 





3) Bagian jarum ditusukkan ke vena jugularis 
eksterna domba kemudian begitu darah mengalir 
ke tabung mulai digoyangkan selama sekitar 15 
menit agar fibrin melekat pada glassparell dan 
dinding Erlenmeyer agar darah tidak menjendal. 
 
4.7.4.1.3 Pencucian darah manusia 
1) Siapkan packed red cell kemudian ditambah 
dengan larutan salin sebanyak plasma yang 
dibuang 
2) Putar 3300 rpm selama 1,5 – 2 menit 
3) Supernatant dibuang 
4) Lakukan pencucian sebanyak dua kali (cara 
standar) dan empat kali (modifikasi cuci) 
5) Endapan sel darah merah yang telah dicuci 
merupakan suspensi 100%. 
 
4.7.4.1.4 Pembuatan media agar coklat 
1) Media Mueller Hinton agar dipanaskan pada suhu 
121ºC selama 15 menit pada autoklaf 
2) Dinginkan sampai suhu 80ºC di dalam waterbath 






3) Segera kocok suspense sampai homogeny 
4) Tuangkan ke dalam cawan petri dan biarkan 
beku. 
 
4.7.4.2 Uji sensitivitas antibiotik 
1) Cara membuat inokulum dari lempeng biakan primer, 
dengan menggunakan osse steril sentuh puncak dari tiap 
3-5 koloni H.influenzae yang akan diuji 
2) Pindahkan koloni tersebut ke dalam tabung berisi saline 
3) Buat suspensi 0,5 Mc.Farland dengan menggunakan 
densitometer 
4) Inokulasikan lempeng dengan cara mencelupkan lidi 
kapas steril ke dalam suspensi bakteri. Singkirkan 
kelebihan cairan dengan menekan dan memutar lidi 
kapas kuat-kuat pada sisi tabung di atas batas cairan 
5) Guratkan lidi kapas ke seluruh permukaan media tiga 
kali, dengan memutar lempeng dengan sudut 60
o
 setelah 
setiap pengolesan. Akhirnya, lewatkan lidi kapas ke 
sekeliling pingiran permukaan agar. 
6) Biarkan inokulum mengering selama beberapa menit 





7) Inokulasikan cakram antibiotik ke permukaan agar 
dengan menggunakan penjepit steril atau cetakan 
cakram 
8) Tiap cakram harus ditekan perlahan untuk memastikan 
kontak yang merata dengan media 




10) Setelah inkubasi semalam, diameter tiap zona inhibisi 










































Koloni murni diperbanyak dan diinkubasi 
Diinkubasi dalam inkubator pada suhu 35ºC CO2 5% 
selama 18 – 24 jam 
 
Pengukuran diameter zona inhibisi antibiotik 
Membuat suspensi kuman dengan konsentrasi 0,5 McFarland 
Isolat H.influenzae murni 
Suspensi kuman distreak pada berbagai media uji 
sensiivitas antibiotik 
Setelah 24 jam dipanen 
Penanaman cakram antibiotik pada permukaan media 






4.9 Analisis data 
Sebelum dilakukan analisis dilakukan cleaning, coding, tabulasi data 
dan kemudian data dimasukan kedalam komputer. Hasil pengamatan pada 
semua variabel tergantung dianalisis dengan menggunakan uji statistik 
Kappa untuk mencari tingkat kesesuaian dengan media standar. 
Kesesuaian dinyatakan mencukupi apabila telah mencapai nilai 
sangat tinggi, yaitu nilai Kappa >0,80. Analisis data akan menggunakan 
program komputer. 
 
4.10 Etika penelitian 
Sebelum penelitian dilakukan, penelitian akan dimintakan ethical 
clearance dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) Fakultas 














5.1 Analisis Sampel 
Penelitian ini dilaksanakan mulai  bulan Februari 2012 di 
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro 
Semarang. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah strain bakteri 
Haemophilus influenzae yang didapatkan dari biakan murni selama 24 jam, 
yaitu strain ATCC 49247 (American Type Culture Collection) dan strain 
bakteri hasil biakan dari swab nasofaring dengan jumlah replikasi sebanyak 
10 kali dilakukan secara diplo sesuai dengan rumus Federer. 
Bakteri tersebut ditanam pada media standar dan berbagai media 
agar cokelat darah, yaitu HTM ( Haemophilus Test Media) sebagai media 
standar, ACD (Agar Coklat Darah Domba), ACM (Agar Coklat Darah 
Manusia tanpa modifikasi), dan ACMHC (Agar Coklat Darah Manusia 
dengan modifikasi penambahan kadar Hemoglobin dan Pencucian eritrosit 
secara intensif) untuk kemudian dilakukan uji kepekaan antibiotik. 
Antibiotik yang digunakan dalam penelitian ini adalah amoksisilin-
asam klavulanat, tetrasiklin, kotrioksazol, seftriakson, dan kloramfenikol. 
Kelima antibiotik tersebut mewakili lima golongan antibiotik yang berbeda, 






5.2 Analisis Inferensial 
Analisis inferensial adalah analisis statistik yang digunakan untuk 
mengambil keputusan. Uji statistik yang digunakan adalah uji statistik Kappa, 
untuk menentukan kesesuaian antara media standar (HTM) dengan media 
modifikasi. 
Tabel 3. Strength of Agreement uji statistik Kappa 
Value of K Strength of agreement 
< 0.20 Poor             (slight agreement) 
0.21 - 0.40 Fair              (fair agreement) 
0.41 - 0.60 Moderate     (moderate agreement) 
0.61 - 0.80 Good            (substansial agreement) 
0.81 – 0.99 Very good    (almost perfect agreement) 
 
Dalam penelitian ini agreement atau kesesuaian nilai uji statistik 
Kappa menunjukkan tingkat kesesuaian serta ketepatan atau presisi media 
modifikasi sebagai media uji sensitivitas antibiotik terhadap H.influenzae. 
Dalam bidang kedokteran, nilai Kappa hasil penelitian yang dapat 
dikatakan layak apabila mencapai nilai di atas 0,80 (very good/almost perfect 
agreement).
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 Semakin tinggi nilai agreement media modifikasi maka 
semakin sesuai media tersebut dengan media standar uji sensitivitas (HTM). 
 
Tabel 4. Perbandingan data resisten dan sensitif berbagai antibiotik 
Media Amocl Tetra Seft Klor Kotri 
R S R S R S R S R S 
HTM 3 19 7 15 3 19 4 18 1 21 
ACD 5 17 15 7 5 17 3 19 1 21 
ACM 5 17 9 13 2 20 4 19 1 21 






Gambar 8. Diagram strenght of agreement uji statistik Kappa berbagai media uji 
sensitivitas 
 
Pada media agar cokelat darah domba (ACD) nilai uji statistik Kappa 
sebagai media uji sensitivitas yang lebih dari 0,80 hanya terdapat pada dua 
antibiotik, yaitu untuk antibiotik kloramfenikol dan kotrimoksazol, sedangkan 
pada antibiotik amoksisilin-asam klavulanat, seftriakson, dan tetrasiklin nilai 





 Pada media agar cokelat darah manusia tanpa modifikasi (ACM) nilai 
uji statistik Kappa sebagai media uji sensitivitas yang lebih dari 0,80 hanya 
terdapat pada tiga antibiotik, yaitu kloramfenikol, kotrimoksazol, dan 
tetrasiklin, sedangkan pada antibiotik amoksisilin-asam klavulanak dan 
seftriakson nilai uji statistik Kappa kurang dari 0,80. 
Pada media agar cokelat darah manusia dengan modifikasi 
penambahan kadar hemoglobin dan pencucian eritrosit secara intensif 
(ACMHC) didapatkan hasil bahwa media ini memilik nilai Kappa sebagai 
media uji sensitivitas lebih dari 0,80 untuk semua antibiotik yang diuji, yaitu 













Pada penelitian ini didapatkan bahwa ACD dan ACM memiliki nilai 
kesesuaian dengan HTM (Kappa) di bawah standar, yaitu <0,80, sedangkan nilai 
Kappa pada media ACMHC telah memenuhi standar, yaitu >0,80. Pada media 
ACD hanya dua (40%) antibiotik yang diuji yang mampu mencapai nilai Kappa 
>0,80 , pada ACM hanya tiga (60%) antibiotik yang diuji yang mampu mencapai 
nilai Kappa >0,80, sedangkan pada ACMHC semua (100%) antibiotik yang diuji 
mampu mencapai nilai Kappa >0,80. 
Menurut Wattimena et al. pada tahun 1981, dalam uji sensitivitas 
antibiotik dengan metode difusi, banyak faktor yang harus diperhatikan, antara 
lain stabilitas media uji, nutrisi untuk pertumbuhan bakteri, difusi antibiotik pada 
media uji, suhu inkubasi, serta pH media uji. Penggunaan Mueller Hinton agar 
sebagai media pokok pada penelitian ini menjadikan keempat media uji (HTM, 
ACD, ACM, ACMHC) memiliki kestabilan yang sama baiknya. Demikian pula 
dengan suhu inkubasi dan pH setiap media uji. 
ACD merupakan Mueller Hinton yang ditambahkan dengan darah domba. 
Penambahan darah domba ini menjadikan ACD menjadi media yang kaya akan 
nutrisi untuk pertumbuhan H.influenzae. Namun, penambahan darah domba 
menyebabkan media menjadi lebih padat sehingga difusi antibiotik menjadi 





domba mungkin bisa menghambat difusi antibiotik pada media ini,mengingat 
difusi antibiotik dipengaruhi oleh kelarutan dalam lemak serta ikatan antibiotik 
dengan protein dalam darah sehingga zona inhibisi yang terbentuk lebih kecil dari 
seharusnya yang menyebabkan ketidaksesuaian nilai Kappa.
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Darah manusia memiliki banyak faktor inhibisi yang bisa menghambat 
pertumbuhan H.influenzae, antara lain antibodi, komplemen, serta antikoagulan. 
Penambahan darah manusia pada Mueller Hinton menjadikan media ACM lebih 
padat sehinga akan menghambat difusi antibiotik dan juga pertumbuhan bakteri 
tidak optimal karena adanya faktor inhibisi tersebut. Pertumbuhan bakteri yang 
tidak optimal akan mempengaruhi metabolisme dan absorpsi antibiotik oleh 
bakteri itu sendiri sehingga diameter zona inhibisi yang terbentuk menjadi lebih 
kecil dari seharusnya. Namun, dalam penelitian ini nilai kesesuaian ACM dengan 
HTM lebih tinggi bila dibandingkan dengan nilai kesesuaian ACD dengan HTM, 
yaitu 60% antibiotik yang diuji mencapai >0,80 sedangkan ACD hanya 40% yang 
mencapai >0,80. Hal ini mungkin disebabkan karena perbedaan morfologi serta 
komposisi biokimiawi dari eritrosit darah manusia dengan darah domba sehingga 
difusi antibiotik lebih baik pada media ACM. 
Modifikasi agar cokelat darah manusia dengan cara pencucian eritrosit 
sebanyak 4 kali dan penggunaan packed red cell (ACMHC) merupakan kombinasi 
intervensi yang baik. Pencucian eritrosit dapat menghilangkan komplemen serta 
antibodi yang bersifat antibakteri tanpa merusak substrat penting lainnya, 
sedangkan penambahan kadar hemoglobin dengan packed red cell dapat 
meningkatkan jumlah faktor V (hemin).
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pertumbuhan bakteri sehingga dapat tumbuh dengan optimal dan metabolisme 
bakteri dapat berjalan dengan maksimal. Pada penelitian ini ACMHC memberikan 
nilai kesesuaian dengan HTM yang sangat tinggi, yaitu >0,80 untuk 100% 
antibiotik yang diuji. 
ACD dan ACMHC merupakan media yang kaya akan nutrisi pertumbuhan 
H.influenzae dan keduanya merupakan media yang memiliki kepadatan yang lebih 
bila dibandingkan dengan HTM. Namun, hasil penelitian menunjukkan bahwa 
media ACMHC memiliki performa yang lebih baik dari ACD. Hal ini mungkin 
disebabkan karena perbedaan morfologi eritrosit dan komposisi biokimiawi antara 
darah domba dan darah manusia. Mengacu pada difusi antibiotik yang 
dipengaruhi oleh kelarutan dalam lemak dan ikatan obat dengan protein 
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, 
mungkin komposisi lemak dan protein pada darah manusia lebih memungkinkan 
antibiotik untuk berdifusi dibandingkan dengan darah domba. 
Pada penelitian ini hasil zona inhibisi yang terbentuk dari media 
modifikasi, yaitu ACD, ACM, ACMHC lebih kecil dari HTM. Hal ini sejalan 
dengan penelitian Barry AL, dkk pada tahun 2001 yang membandingkan performa 
berbagai macam media, yaitu HTM, agar cokelat darah kuda, dan Mueller Hinton 
cokelat agar yang ditambahkan 1% isovitalex dan 1% hemoglobin sebagai media 
uji sensitivitas terhadap H.infuenzae. Pertumbuhan bakteri pada media yang 
ditambahkan nutrisi lebih baik dibandingkan HTM. Namun, diameter zona 





Kemudahan dalam penyediaan bahan dasar agar colat darah manusia 
dengan modifikasi, yaitu darah manusia, mejadikan media ini mudah dibuat dan 
membutuhkan biaya produksi yang minimal. 
 
Tabel 5. Perbandingan harga media HTM, ACD, ACMHC untuk tiap plate 
HTM ACD ACMHC 
HTM Agar = Rp 4.300,- MH Agar = Rp 2.700,- MH Agar = Rp 2.700,- 
Suplemen =Rp 8.400,-  5% Darah Domba = Rp 3.300,- 5% Darah Manusia = Rp 0,- 
Biaya Impor =2.900 - - 
Total = Rp 15.600,-  Total = Rp 6.000,-  Total = Rp 2.700,-  
 
Jika dibandingkan dengan media standar uji sensitivitas antibiotik terhadap 
H.influenzae (HTM), media modifikasi ini memiliki biaya produksi 83% lebih 












Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa : 
1. Media agar cokelat darah domba (ACD) dan media agar cokelat darah 
manusia tanpa modifikasi (ACM) memiliki nilai kesesuaian yang buruk 
dengan media standar (HTM). 
2. Media agar cokelat darah manusia dengan modifikasi pencucian eritrosit 
sebanyak 4 kali dan penambahan kadar hemoglobin dengan 
menggunakan packed red cell (ACMHC) memiliki nilai kesesuaian yang 
sangat baik dengan media standar (HTM). 
3. Media agar cokelat darah manusia dengan modifikasi pencucian eritrosit 
sebanyak 4 kali dan penambahan kadar hemoglobin dengan menggnakan 
packed red cell (ACMHC) mampu digunakan sebagai media alternatif 
untuk uji sensitivitas antibiotik terhadap Haemophilus influenzae. 
4. Media agar cokelat darah manusia dengan modifikasi pencucian eritrosit 
sebanyak 4 kali dan penambahan kadar hemoglobin dengan 
menggunakan packed red cell (ACMHC) lebih ekonomis jika 
dibandingkan dengan Haemophilus Test Media (HTM) dan agar cokelat 







1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut agar media ini dapat dijadikan 
sebagai media alternatif uji sensitivitas antibiotik semua jenis dan dapat 
diproduksi secara komersial. 
2. Karena kemudahan dalam pengadaan bahan serta pembuatan media 
ACMC, ACMHb, dan ACMCHb sebagai media uji sensitivitas, 
diharapkan uji standar rutin terhadap Haemophilus influenzae dapat 
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Diameter zona inhibisi antibiotik 
Amoksisilin-asam klavulanat pada berbagai 
media 
Interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik 
Amoksisilin-asam klavulanat berdasarkan CLSI 
HTM ACD ACM ACMHbC HTM ACD ACM ACMHbC 
atcc     19.00 19.00 19.00 18.50 resisten resisten resisten resisten 
atcc     20.00 16.00 15.00 17.00 sensitif resisten resisten resisten 
c171     25.00 28.00 20.00 25.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c171     28.00 20.00 24.00 26.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     29.00 27.00 24.00 25.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     32.00 24.00 26.00 30.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     40.00 32.00 31.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     35.00 40.00 30.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     29.00 25.00 25.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     27.00 23.00 23.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     35.00 30.00 28.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     37.00 29.00 29.00 29.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     24.00 22.00 24.00 23.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     22.00 25.00 22.00 24.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     30.00 24.00 26.00 24.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     24.00 24.00 27.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     36.00 35.00 30.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     36.00 35.00 33.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     21.00 20.00 19.00 20.00 sensitif sensitif resisten sensitif 
c128     21.00 19.00 22.00 22.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c241     19.00 17.00 17.00 19.00 resisten resisten resisten resisten 









Diameter zona inhibisi antibiotik tetrasiklin 
pada berbagai media 
Interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik 
Tetrasiklin berdasarkan CLSI 
HTM ACD ACM ACMHbC HTM ACD ACM ACMHbC 
atcc     19.00 18.00 17.00 16.00 resisten resisten resisten resisten 
atcc     20.00 15.00 18.00 16.00 resisten resisten resisten resisten 
c171     31.00 29.00 30.00 30.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c171     34.00 27.00 34.00 30.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c104     38.00 29.00 29.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     35.00 27.00 30.00 30.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c173     34.00 34.00 32.00 33.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     32.00 31.00 29.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     31.00 28.00 30.00 30.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c120     32.00 28.00 29.00 29.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c086     36.00 28.00 32.00 31.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c086     37.00 36.00 31.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     30.00 26.00 26.00 24.00 sensitif resisten resisten resisten 
c070     27.00 27.00 27.00 26.00 resisten resisten resisten resisten 
c141     29.00 25.00 26.00 29.00 sensitif resisten resisten sensitif 
c141     29.00 25.00 30.00 26.00 sensitif resisten sensitif resisten 
c107     36.00 30.00 32.00 33.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     36.00 33.00 34.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     18.00 18.00 17.00 16.00 resisten resisten resisten resisten 
c128     20.00 17.00 21.00 18.00 resisten resisten resisten resisten 
c241     17.00 16.00 17.00 17.00 resisten resisten resisten resisten 










Diameter zona inhibisi antibiotik Seftriakson 
pada berbagai media 
Interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik 
Seftriakson berdasarkan CLSI 
HTM ACD ACM ACMHbC HTM ACD ACM ACMHbC 
atcc     33.00 23.00 35.00 33.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
atcc     33.00 25.00 30.00 30.00 sensitif resisten sensitif sensitif 
c171     28.00 30.00 26.00 26.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c171     25.00 22.00 32.00 25.00 resisten resisten sensitif resisten 
c104     41.00 30.00 31.00 26.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     40.00 30.00 31.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     45.00 45.00 42.00 43.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     46.00 45.00 40.00 42.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     35.00 32.00 32.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     34.00 32.00 30.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     42.00 37.00 39.00 41.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     40.00 38.00 41.00 42.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     28.00 28.00 32.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     27.00 31.00 32.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     31.00 32.00 32.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     30.00 32.00 35.00 33.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     46.00 34.00 34.00 42.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     46.00 35.00 37.00 42.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     36.00 37.00 34.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     34.00 34.00 37.00 37.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c241     25.00 23.00 21.00 25.00 resisten resisten resisten resisten 
c241     25.00 22.00 24.00 25.00 resisten resisten resisten resisten 
 








Diameter zona inhibisi antibiotik 
Kloramfenikol pada berbagai media 
Interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik 
Kloramfenikol berdasarkan CLSI 
HTM ACD ACM ACMHbC HTM ACD ACM ACMHbC 
atcc     37.00 30.00 35.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
atcc     36.00 32.00 30.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c171     37.00 31.00 33.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c171     40.00 35.00 36.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     43.00 35.00 34.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     38.00 34.00 34.00 37.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     40.00 38.00 36.00 38.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     40.00 33.00 35.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     28.00 30.00 25.00 25.00 resisten sensitif resisten resisten 
c120     26.00 22.00 26.00 24.00 resisten resisten resisten resisten 
c086     35.00 38.00 38.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     41.00 36.00 37.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     27.00 25.00 28.00 25.00 resisten resisten resisten resisten 
c070     25.00 27.00 25.00 28.00 resisten resisten resisten resisten 
c141     33.00 32.00 30.00 30.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     34.00 32.00 30.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     41.00 34.00 36.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     40.00 36.00 38.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     41.00 36.00 38.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     42.00 35.00 40.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c241     40.00 34.00 34.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c241     40.00 33.00 32.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
 








Diameter zona inhibisi antibiotik 
Kotrimoksazol pada berbagai media 
Interpretasi diameter zona inhibisi antibiotik 
Kotrimoksazol berdasarkan CLSI 
HTM ACD ACM ACMHbC HTM ACD ACM ACMHbC 
atcc     32.00 30.00 35.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
atcc     15.00 15.00 15.00 15.00 resisten resisten resisten resisten 
c171     29.00 26.00 30.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c171     29.00 21.00 34.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     32.00 32.00 29.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c104     38.00 26.00 27.00 35.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     38.00 39.00 38.00 38.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c173     38.00 40.00 38.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     33.00 31.00 33.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c120     32.00 32.00 32.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     37.00 36.00 37.00 37.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c086     38.00 37.00 38.00 38.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     31.00 31.00 33.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c070     28.00 32.00 30.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     32.00 32.00 34.00 31.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c141     30.00 34.00 35.00 32.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     40.00 40.00 38.00 33.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c107     37.00 39.00 35.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     36.00 36.00 21.00 34.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c128     37.00 25.00 37.00 36.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 
c241     16.00 16.00 22.00 19.00 sensitif sensitif sensitif sensitif 





Lampiran 3. Data kesesuaian uji kepekaan antibiotik amoksisilin-asam klavulanat 
pada media ACD, ACM, ACMHC dengan HTM 
 
Case Processing Summary 
 Cases 
 Valid Missing Total 
 N Percent N Percent N Percent 
amocl_htm_ord * amocl_acd_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
amocl_htm_ord * 
amocl_acm_ord 
22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
amocl_htm_ord * 
amocl_acmcHb_ord 
22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
 
 





  amocl_acd_ord 
Total   resisten sensitif 
amocl_htm_ord resisten 3 0 3 
sensitif 2 17 19 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .699 .194 3.437 .001 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 










  amocl_acm_ord 
Total   resisten sensitif 
amocl_htm_ord resisten 3 0 3 
sensitif 2 17 19 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .699 .194 3.437 .001 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. 
 
 





  amocl_acmcHb_ord 
Total   resisten sensitif 
amocl_htm_ord resisten 3 0 3 
sensitif 1 18 19 








  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .831 .163 3.954 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 

























Lampiran 4. Data kesesuaian uji kepekaan antibiotik tetrasiklin pada media ACD, 
ACM, ACMHC dengan HTM 
 
Case Processing Summary 
 Cases 
 Valid Missing Total 
 N Percent N Percent N Percent 
tetra_htm_ord * tetra_acd_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
tetra_htm_ord * tetra_acm_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
tetra_htm_ord * 
tetra_acmcHb_ord 
22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
 
 





  tetra_acd_ord 
Total   resisten sensitif 
tetra_htm_ord resisten 7 0 7 
sensitif 8 7 15 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .358 .139 2.189 .029 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 











  tetra_acm_ord 
Total   resisten sensitif 
tetra_htm_ord resisten 7 0 7 
sensitif 2 13 15 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .805 .129 3.851 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. 
 
 





  tetra_acmcHb_ord 
Total   resisten sensitif 
tetra_htm_ord resisten 7 0 7 
sensitif 2 13 15 








  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .805 .129 3.851 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 

























Lampiran 5. Data kesesuaian uji kepekaan antibiotik kotrimoksazol pada media 
ACD, ACM, ACMHC dengan HTM 
 
Case Processing Summary 
 Cases 
 Valid Missing Total 
 N Percent N Percent N Percent 
kotri_htm_ord * kotri_acd_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
kotri_htm_ord * kotri_acm_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
kotri_htm_ord * 
kotri_acmcHb_ord 
22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
 
 





  kotri_acd_ord 
Total   resisten sensitif 
kotri_htm_ord resisten 1 0 1 
sensitif 0 21 21 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa 1.000 .000 4.690 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 











  kotri_acm_ord 
Total   resisten sensitif 
kotri_htm_ord resisten 1 0 1 
sensitif 0 21 21 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa 1.000 .000 4.690 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. 
 
 





  kotri_acmcHb_ord 
Total   resisten sensitif 
kotri_htm_ord resisten 1 0 1 
sensitif 0 21 21 








  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa 1.000 .000 4.690 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 

























Lampiran 6. Data kesesuaian uji kepekaan antibiotik seftriakson pada media ACD, 
ACM, ACMHC dengan HTM 
 
Case Processing Summary 
 Cases 
 Valid Missing Total 
 N Percent N Percent N Percent 
seft_htm_ord * seft_acd_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
seft_htm_ord * seft_acm_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
seft_htm_ord * seft_acmcHb_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
 
 





  seft_acd_ord 
Total   resisten sensitif 
seft_htm_ord resisten 3 0 3 
sensitif 2 17 19 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .699 .194 3.437 .001 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 












  seft_acm_ord 
Total   resisten sensitif 
seft_htm_ord resisten 2 1 3 
sensitif 0 19 19 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .776 .214 3.733 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. 
 
 





  seft_acmcHb_ord 
Total   resisten sensitif 
seft_htm_ord resisten 3 0 3 
sensitif 0 19 19 








  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa 1.000 .000 4.690 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 

























Lampiran 7. Data kesesuaian uji kepekaan antibiotik kloramfenikol pada media 
ACD, ACM, ACMHC dengan HTM 
 
Case Processing Summary 
 Cases 
 Valid Missing Total 
 N Percent N Percent N Percent 
klor_htm_ord * klor_acd_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
klor_htm_ord * klor_acm_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
klor_htm_ord * klor_acmcHb_ord 22 100.0% 0 .0% 22 100.0% 
 
 





  klor_acd_ord 
Total   resisten sensitif 
klor_htm_ord resisten 3 1 4 
sensitif 0 18 18 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa .831 .163 3.954 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 












  klor_acm_ord 
Total   resisten sensitif 
klor_htm_ord resisten 4 0 4 
sensitif 0 18 18 




  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa 1.000 .000 4.690 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. 
 
 





  klor_acmcHb_ord 
Total   resisten sensitif 
klor_htm_ord resisten 4 0 4 
sensitif 0 18 18 








  Value Asymp. Std. Errora Approx. Tb Approx. Sig. 
Measure of Agreement Kappa 1.000 .000 4.690 .000 
N of Valid Cases 22    
a. Not assuming the null hypothesis. 










































Menumbuhkan koloni kuman  Streak kuman 0,5 McFarland pada 
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